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La sclerose en plaques (SEP) est une maladie chronique du 
syst^me nerveux central de I'homme, 6voluant par succession de phases 
de remission et de pouss<§e ou selon une progression r6guli6re, dont la 
caract€ristique anatomopathologique consiste en la formation de zones de 
d6my6linisation bien d6limit6es dans la substance blanche du cerveau et 
de la moelle 6pini6re. 

Au niveau histologique, ces zones pr6sentent au stade pr6coce 
du processus Itsionnel, une degradation de la my6line p6ri-axonale 
associ£e ci une atteinte des cellules gliales responsable de cette 
d6myelinisation. Une activation macrophagique inflammatoire impliquant 
les cellules microgliales (macrophages tissulaires r6sidants du systdme 
nerveux central), ainsi que, probablement, des macrophages provenant de 
monocytes sanguins infiltr§s, est associee & ce processus de 
d6my6linisation et contribue & la destruction des feuillets my6linis6s. Au 
centre de la zone d6my6linis6e, une d6pl6tion relative en cellules gliales est 
retrouv6e alors qu'une proliferation d'astrocytes se dgveloppe d la 
p6riph6rie et peut envahir la plaque d6my6linis§e pour g6n6rer une plaque 
fibreuse ou gliotique. Ces structures sclgrotiques sont d I'origine du nom 
donn6 d la maladie. 

Une autre caract6ristique de ces plaques est leur association 
quasi syst£matique avec un 6l6ment vasculaire autour duquel elles se 
dgveloppent. 

Au niveau histologique, on observe une alteration frgquente de 
la barridre h6mato-enc6phalique (BHE) constitute par I'endothtlium 
capillatre. Un des Pigments determinants dans le maintien de la BHE est 
constitug par la presence sous-jacente d 'extensions cytoplasmiques des 
astrocytes, appeltes pieds astrocytaires. Vraisemblablement, les pieds 
astrocytaires induisent la formation ou permettent le maintien de 
structures de jonction Stanches qui assurent la cohesion de la barriSre 
endothelial capillaire concr£tisant la BHE. Or, diff£rents modules 
pathologiques font 6tat de l'alt£ration de la BHE et d'une depletion des 
pieds astrocytaires. 
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Par ailleurs, dans le processus ISsionnel de la SEP, l'alt6ration 
de la BHE contribue a amplifier la r6ponse inflammatoire associde, par 
I'aff lux de cellules lymphoTdes provenant de la circulation sanguine. La 
contribution de rinflammation associ6e aux cellules immunitaires est 
importante dans la SEP et participe au processus 16sionnel. 

L'6tiologie de la SEP est la source d'un d§bat d'actualit6 parce 
que la maladie pourrait avoir des causes multiples. Des arguments ont 6t6 
avanc§s en faveur d'une hypothese bact6rienne, virale ou auto-immune. 



Les retrovirus sont des candidats potentiellement int6ressants 
pour l'6tude 6tiologique de la sclerose en plaques, par analogie avec une 
maladie ovine tr&s proche de la SEP, induite chez le mouton par un 
retrovirus exogSne : le virus MAEDI-VISNA. L'infection exp6rimentale de 
15 moutons par inoculation intra-ventriculaire de souches neurovirulentes du 
virus VISNA a permis d'Stablir la responsabilitS de ce virus dans la g6n6se 
de l'infection d6my6linisante du mouton. 

De nombreux travaux ont 6t6 r6alis6s pour 6tayer I'hypoth&se 
20 d'une etiologie virale de la maladie et la decouverte que HTLV-1, un 
oncovirus, est associg d une myglopathie chronique et progressive, la 
Parapargsie Spastique Tropicale (PST), a relanc6 I'int6ret pour les virus, 
sans qu'il ait pu etre etabli un lien de causality entre virus et sclerose en 
plaques. 

25 

RScemment, les travaux de H. Perron et al. (Res. Virol. 1989 ; 
140, 551-561 ; * Current Concepts in Multiple Sclerosis " Wietholer et al., 
eds. Amsterdam, Elsevier, 1991, 111-116 et the Lancet 1991 ; 337, 862- 
863) ont permis £ partir d'une ponction lombaire de liqutde c6phalo- 

30 rachidien d'un patient SEP d'isoler une Iign6e non immortalis6e de cellules 
non lymphoTdes et de mettre en Evidence la pr6sence d'un virus, 
pr6sentant les caract6ristiques d'un retrovirus et montrant en particulier un 
pic correspondant d une activity transcriptase inverse, dans le surnageant 
de culture de cette lign£e. Plus rgcemment encore, ces m§mes auteurs ont 

35 obtenu d partir de ce pic d'activite transcriptase inverse un ADN 
compl6mentaire qui correspondent au g6ne pol codant pour I'enzyme RT 



(transcriptase inverse ou reverse transcriptase). Ce retrovirus, appeie 
MSRV par les auteurs, a notamment 6te caracterise au niveau g6nomique 
dans la demande de brevet PCT WO 99/02666. L'analyse phylog6nique, 
par comparaison de la sequence de la region pol de MSRV avec d'autres 
sequences pol disponibles dans les bases de donnees a permis de montrer 
que MSRV est proche de la famille ERV-9 (endogenous retrovirus-9). 

Par ailleurs, F. Beseme et al. dans la demande de brevet PCT 
WO 99/02696 ont cribie une banque d'ADNc h I'aide d'une sonde Ppol- 
MSRV et detecte des clones chevauchants qui leur ont permis de 
reconstruire un ARN g6nomique putatif de 7582 nucleotides. Cet ARN 
g<§nomique presente une structure R-U5-#af7-po/-e/7v-U3-R caract6ristique 
des retrovirus et une interrogation de plusieurs bases de donn6es a permis 
de montrer qu'il existe une quantite importante de sequences ggnomiques 
(ADN) apparent6es dans le g6nome humain qui sont retrouv6es sur 
plusieurs chromosomes. Les auteurs ont ainsi mis en evidence I'existence 
de structures partielles de type retroviral dans le genome humain et 
envisage leur role potentiel dans des maladies auto-immunes, comme la 
sclerose en plaques. Cette nouvelle famille de retrovirus endogenes a 6t6 
d6nomm6e HERV-W, en raison de ses caracteristiques structurelles. 
L'analyse phyloggnique dans la region pol a montr6 que la famille HERV-W 
est H6e aux families ERV-9 et RTVL-H et appartient done £ la famille des 
retrovirus endogdnes de type I. Par ailleurs, l'analyse phylog6nique de la 
trame de lecture ouverte de env montre qu'elle est plus proche des 
retrovirus simiens de type D et des retrovirus de la reticuloendotheiiose 
aviaire que des retrovirus mammif6res de type C, sugg6rant une structure 
de genome chimerique C/D. Les analyses des arbres phy!og£niques 
montrent que les families ERV-9 et HERV-W d6rivent de deux vagues 
d'insertion ind£pendantes. 

Tous ces elements plaident en faveur de ('implication 
d'eiements retroviraux dans la sclerose en plaques. 

II semble, par ailleurs, maintenant probable que des 
manifestations auto-immunes peuvent etre induites par I'expression de 
superantigdnes (SAgs). 



Les superantig&nes sont des molecules susceptibles de se lier 3 
des molecules de classe II du Complexe Majeur d'Histocompatibilite (CMH) 
et d des sequences peptidiques caract6ristiques de certaines families de 

5 r6cepteurs des cellules T (Vp). Ces superantigenes activent un grand 
nornbre de clones T, ind6pendamment du peptide antig6nique reconnu par 
leur TCR (recepteur des cellules T) en association avec le CMH de la 
cellule pr6sentatrice d'antigenes. Les superantigdnes sont des produits 
d'expression de micro-organismes, tels que bacteries et retrovirus 

10 exog&nes ou endog6nes. 

La Demanderesse a maintenant montre que ['expression d'un 
superantig6ne ou d'une proteine ayant certains effets de type 
superantigSne est associ£e a un 6tat pathologique, par exemple un 6tat 

15 associe d la sclerose en plaques. L'activite superantig6nique est induite 
directement ou indirectement par un agent effecteur, tel qu'une proteine 
ou un micro-organisme, en particulier un retrovirus (MSRV-1). De plus, la 
Demanderesse a 6ga1ement mis en evidence une production stimuiee de 
cytokines, telles que l'IL-6, dans des cellules mononucI6es sanguines 

20 provenant de donneurs sains et mises en contact avec un extrait de 
surnageant de culture cellulaire SEP. Enfin, la Demanderesse a observe 
que les mfimes extraits provenant de patients SEP et/ou infectes par le 
retrovirus MSRV-1 induisait une mort par apoptose significativement 
eievee dans les m§mes cellules mononuciees sanguines. La Demanderesse 

25 a done d6velopp6 un procede pour mettre en evidence les effets pr6cit£s 
dans un echantillon biologique. 

Les crit6res requis pour etablir qu'une proteine ou qu'un micro- 
organisme est ou contient un superantigfene ou une proteine ayant certains 
30 effets de type superantigene sont : 

(i) la capacite de la proteine ou du micro-organisme & induire 
I'expansion de certaines families de lymphocytes porteuses au niveau de 
leur TCR d'une chaTne VP particuliSre, et 

(ii) une activation des Vp independante de I'haplotype du CMH 
35 de classe II. 



II convient de noter que lorsque Ton parle d'activite 
superantigenique dans la presente invention, ceci signifie indifferemment 
I'expression d'un superantigSne ou d'une proline ayant certains effets de 
type superantig6ne (SAg-like). 

L'invention concerne un proc6d6 de detection d'une activite 
superantigenique dans un echantillon biologique, selon lequel on met en 
Evidence une expansion majoritaire de lymphocytes porteurs d'un 
determinant V0 16 ou Vp 17, pr§f6rentiellement Vp 16. 

Selon une variante avantageuse, on met en Evidence une 
expansion majoritaire de lymphocytes porteurs d'un determinant VP16 et 
d'une co-expansion de lymphocytes porteurs de Vps choisis parmi au 
moins I'un quelconque des V0s 2, 3, 7, 8, 12, 14, 17 et 22, et 
preterentiellement des V0s 3 et 12. 

En particulier, le procede est applique d la detection d'une 
activite superantigenique dans un echantillon biologique d'un patient 
atteint de sclerose en plaques. 

Un procede avantageux pour mettre en evidence I'activite 
superantigenique pr£cit6e comprend les etapes suivantes : 

on preieve un surnageant de culture de cellules mononuciees 
sanguines ou de cellules de plexus choroTdes ou de cellules 
leptom6ning6es, lesdites cellules provenant de patients atteints de SEP, 

on met en contact ledit surnageant de culture avec une s6rie de 
cultures, de preference au moins trois, de cellules mononuciees sanguines 
provenant de donneurs sains, et 

on detecte ladite expansion et eventuellement co-expansion. 

Les cellules mononuciees sanguines provenant de patients 
atteints de SEP sont notamment choisies parmi les lymphocytes B et les 
monocytes. 

L'invention a egalement pour objet, un procede de detection 
d'un etat pathologique, dans un echantillon biologique, selon lequel on met 
en evidence au moins I'un des parametres suivants : 

une activite superantigenique, telle que definie precedemment, 

une stimulation de la production de cytokines, telles que l'IL-6, 

une induction d'apoptose cellulaire. 



De preference, on detecte au moins deux des parametres en 
association, en particulier on detecte une activity superantig6nique et une 
induction d'apoptose ou une activity suparantig£nique et une stimulation 
de la production de cytokines. 

De mantere encore plus avantageuse, Ton detecte les trois 
parametres en association. 

L'6tat pathologique est en particulier associe d la sclerose en 

plaques. 

L'activite superantig6nique detectee selon le proc6d6 de 
Tinvention peut notamment etre induite directement ou indirectement par 
un agent effecteur choisi parmi les proteines et microorganismes et par 
exemple les bact6ries ou les retrovirus tels que MSRV-1. 

[.'invention concerne aussi un procede de detection d'une 
activite superantig6nique dans un 6chantillon biologique de patients 
atteints de sclerose en plaques, selon lequel on met en evidence une 
expansion majoritaire de lymphocytes porteurs d'un determinant Vp7. A 
cette fin, on peut proceder comme suit : 

on preieve un surnageant de culture de cellules mononuciees 
sanguines telles que les lymphocytes B et les monocytes, ou de cellules de 
plexus choroTdes ou de cellules leptom6ning6es, lesdites cellules provenant 
de patients atteints de SEP, 

on met en contact ledit surnageant de culture avec une s6rie de 
cultures de cellules mononuciees sanguines provenant de donneurs sains, 
et 

on detecte ladite expansion et 6ventuellement co-expansion. 
Les experiences ont 6te realis6es a partir : 

- de cellules mononucieees sanguines provenant de onze 
donneurs sains et purifiees sur un gradient de Ficoll. Le typage HLA DR de 
chaque donneur a 6t6 effectue au prealable. 

- (i) d'un pool de surnageants de culture concentre par 
ultracentrifugation (100 OOOg x 2 heures) de lymphocytes B humains 
provenant de patients SEP (LBSEP) ou de temoins non-SEP (LBTE), et (ii) 
de surnageant de culture de cellules de plexus choroTdes humains 
provenant d'un patient SEP (GRE) et d'un t6moin non-SEP (LES). 



Un proc6d6 tel que d6fini pr6c6demment peut etre utilise pour 
le suivi th6rapeutique de patients et/ou Evaluation de I'efficacit6 de 
mol6cules £ usage th6rapeutique vis £ vis des paramStres identifies dans la 
prgsente description. 

Exemple 1 : Preparation d'extraits de surnageants de culture de 
cellules provenant de patients atteints de SEP ou de t<§moins non SEP. 

Les protocoles de culture des cellules de plexus choroides ont 
6t6 d6crits dans la demande de brevet PCT WO 93/20188. 

1) Culture des cellules de plexus choroides. 

Les cellules de plexus choroTdes sont obtenues d partir 
d'explants pr£lev£s post-mortem et mis en culture, 6ventuellement aprds 
dissociation m6canique et/ou enzymatique des tissus pr6lev6s. Les cellules 
qui proliferent dans la culture sont d'allure fibroblastique et correspondent 
d des cellules d'origine leptorn6ningees, parfois appel€es "fibroblastes de 
plexus choroTdes". Elles peuvent etre cultivSes pendant un certain nombre 
de passages et etre congel6es lors de passages intermediates et 
d€congel£es ult6rieurement pour une nouvelle culture. 

Les cellules LES (t§moin non-SEP) et GRE (SEP) ont 6t§ 
d6congel6es puis remises en culture dans du milieu F-12 "complet" 
contenant : 

pgnicilline 200 U/ml 
streptomycine 20 mg/l 
L-glutamine 6 mM 
pyruvate de sodium 1 % 
acides amines essentiels 1 %. 

anticorps anti-IFN leucocytaire (anti-interf§ron alpha 
polyclonal commercialise par Sigma) ajoute a 10 U/ml final. 

Ce milieu est supplements de 30% de SVF (s6rum de veau 
foetal) d6compl6ment6 d 56 °C pendant 30 min La culture cellulaire se fait 
dans une 6tuve d 37°C humidifi6e, en presence de 5% de CO z . Le 
changement du milieu s'effectue deux fois par semaine. Si les cellules 
ad h6 rentes sont d confluence dans le fond du flacon, la culture est 
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d£doubl6e. Pour ce faire, le surnageant de culture (SC) est eiiminS et 
remplac6 par du milieu F12 complet-SVF 30% "frais". A I'aide d'un 
grattoir, ou d'un melange trypsine-EDTA, les cellules sont d6coM6es de la 
paroi du flacon. Puis, elles sont resuspendues soigneusement avant d'etre 
partag6es dans deux flacons de culture. On dit que la culture est 
dedoubiee ou qu'elle a subi un passage. 

Les SC sont recueillis et congeles d -80°C pour 
I'ultracentrifugation, apr6s Elimination des debris cellulaires par 
centrifugation £ 3000 tours/min pendant 30 min. Pour I'etude, un volume 
total de 400 ml environ a et6 d6congeI6, regroupe et homog6n6is§ avant 
ultracentrifugation, pour chaque culture (SEP/GRE et NON-SEP/LES). 

2) Culture des Iign6es B lymphoblastoTdes. 

- Obtention de lymphocytes B a partir du sang p6riph6rique et 
etablissement de Iign6es B lymphoblastoTdes immortalis6es par I'EBV (Virus 
d'Epstein Barr). 

Les lymphocytes humains sont isol6s d partir de 50 ml de sang 
heparins dilu6 au demi avec du RPMI 1640 par centrifugation sur un 
gradient de Ficoll. lis sont deiicatement recueillis de I'anneau ainsi que des 
6ventuels agr6gats cellulaires pouvant flotter juste au dessous de I'anneau. 
Les cellules sont alors lavees deux fois dans du milieu RPMI 1640. Apr£s 
ces lavages, les cellules sont resuspendues a la concentration de 2x106 
cellules/ml dans du milieu RPMI 1640 contenant : 

p6nicilline 200 U/ml 

streptomycine 20 mg/l 

L-glutamine 6 mM 

pyruvate de sodium 1 % 

acides amines essentiels 1%. 

anticorps anti-IFN leucocytaire (anti-interf6ron alpha 
polyclonal-Sigma) ajoute 3 10 U/ml final. 

Ce milieu est supplements de 20% de SVF (s6rum de veau 
foetal) d§compI6mente d 56°C pendant 30 min. 

Les flacons de culture sont incubSs dans des etuves & 37 °C 
dans une atmosphere humidifiee contenant 5% de C0 2 apr6s avoir ajoute 
au milieu de culture, 1 ml de surnageant filtre de culture productive EBV 
B95-8 (soit 10 5 particules virales EBV pour 4 d 5x10 6 lymphocytes totaux) 



en presence de 200 //I d'une solution de CSA : Sandoz (2 //g de CSA pour 4 
d 5x1 0 6 lymphocytes totaux) et ceci, jusqu'au premier changement de 
milieu de culture. Le changement du milieu de culture s'effectue deux fois 
par semaine. Les flacons sont entretenus pendant trois mois, au deld 
5 desquels, si aucune proliferation lymphocytaire n'a debute, le flacon est 
jet6. Lorsque la proliferation cellulaire a commence dans un flacon, les 
cellules sont conserves dans le meme flacon jusqu'S ce qu'un nombre 
significatif de colonies proliferatives forment des amas. Le "dedoublement" 
de la culture (passage ou repiquage) s'effectue aprgs dissociation 

10 m£canique des amas par pipetage et refoulement vigoureux. Les cultures 
ainsi obtenues correspondent d des Iign6es de lymphocytes B (Iign6es 
LymphoblastoTdes). Quatre Iign6es provenant de SEP certaines et deux 
lign£es provenant de temoins non-SEP ont 6t6 obtenues dans ces 
conditions. 

15 - Congelation des cellules. 

Les cellules sont lavges dans du milieu RPMI-SVF 20%. Le 
culot repris dans du SVF (1 ml environ pour 8x1 0 6 cellules) est transf6r6 
dans un cryotube pour la congelation. 200 //I d'une solution de SVF DMSO 
prgparge £ I'avance et conserv6e d -20°C sont ajoutes £ la suspension 

20 cellulaire (concentration finale de DMSO = 10%) qui est alors I6ggrement 
vortex6e. Les cellules sont ainsi congeiees £ -80°C dans du coton carde, 
puis stockees le lendemain dans I' azote. 

- Decongeiation et remise en culture des cellules congeiees 
dans du DMSO. 

25 Les cellules decongelges a temperature ambiante sont Iav6es 

deux fois dans 10 ml de milieu RPMI-SVF 20% avant la remise en culture. 

Les quatre cultures SEP et les deux cultures temoins sont 
remises en culture en m§me temps, avec les memes rgactifs et les mfimes 
lots de milieux, mais cultiv6es dans des laboratoires de culture s6par6s (P3 

30 et P2 respectivement). Les cultures individuelles ont 6t6 men6es en 
paralieie pendant environ un mois, afin de recueillir un volume, aprds pool 
des SC separes de chaque patient SEP et de chaque t6moin, d'environ 
600-800 ml de chaque type (LBSEP et LBTE). Ce volume a 6t6 r6uni par 
congelation systematique d - 80°C des surnageants preieves deux fois par 

35 semaine apr6s une pr6-centrifugation & 1800 tours/min pendant 10 min. 
pour sedimenter et recuperer les cellules en suspension, suivie d'une 
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deuxiSme pr6-centrifugation d 3000 tours/min pendant 30 min. pour 
eiiminer les debris cellulaires. 

Les surnageants SEP et non-SEP ont 6t6 d6congeI6s et 
regroup6s s6par6ment et melanges (SEP = pool LBSEP et temoin = pool 
LBTE) avant ultracentrifugation (pools de 650 ml). Les culots 
d'ultracentrifugation d'un meme pool centrifuge aprSs repartition dans des 
tubes s6par6s de 40 ml, ont aussi 6t6 regroup6s et m6lang6s avant 
aliquotage et congelation de I'extrait d tester, afin d'obtenir un extrait 
homogene sur tous les aliquotes d'une meme origine. 

3) Detection des mycoplasmes pouvant contaminer la culture. 
Un kit (Boehringer) base sur la technique ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay) a 6t6 utilise pour la detection de mycoplasmes afin 
de garantir I'absence de contamination mycoplasmique dans les cultures. 

4) Obtention d'un concentrat de surnageant de culture par 
ultracentrifugation sur coussin de glycerol. 

Les surnageants d6congel6s et pr6alablement d6barrass6s des 
debris cellulaires sont transfers dans des tubes pour ultracentrifugation. 
Un coussin de glycerol (PBS - glycerol 30%) de quelques cm est alors 
depose dans le fond du tube. Aprfes deux heures d'ultracentrifugation d 
100 000 x g (calcuie au milieu du tube) d 4°C et deceleration lente 
(30 min.), le surnageant est 6limin6, le culot repris dans du tampon PBS 
avec 10% de glycerol, regroupe et homog6n6ise avec les culots des autres 
tubes du m§me pool d'origine et le tout est aliquote sous 100 //I. Un 
aliquot sert pour le dosage d'activite transcriptase inverse (RT) et les 
autres sont conserves d -80°C. Les aliquots necessaires sont d6congel6s 
pour les tests sur cellules monucieees sanguines. 



• # 



Exemple 2 : Preparation de cellules mononucl6ees sanguines 
provenant de onze donneurs sains dont le typage HLA DR a 6te £tabli. 

Donneurs Typage HLA DR 

1- DR2-DR4 

2- DR1-DR1 DR1 

3- DR3-DR11 (5) 

4- DR13-DR8 

5- DR13(6)-DR14 DR6 

6- DR2-DR2 DR2 

7- DR3-DR12(5) 

8- DR3-DR7 

9- DR3-DR13 

10- DR4-DR5 

11- DR4-DR4 DR4 



Les cellules mononucl6ees sanguines de 100 ml de sang, 
provenant des onze donneurs pr6cit6s, sont s6par6es des hSmaties sur 
gradient de Ficoll (15 ml de Ficoll/25 ml de sang) par centrifugation 15 
min. d 800 g. Les cellules sont ensuite Iav6es avec du milieu RPMI 1640 et 
recentrifug6es dans les memes conditions avant d'§tre aliquotSes et 
congel£es dans I'azote gazeux d la concentration finale de 2 x 10 7 
cellules/ml dans une solution de 90% de s6rum humain d6compl<§ment<§ et 
10% de DMSO 

Exemple 3 : Mise en culture de cellules mononucl€6es 
sanguines de donneurs sains. 



Apr6s dScongglation rapide, les lymphocytes de donneurs sains 
(5 x 10 6 cellules) sont mis en contact 30 min. d 37°C avec 100 //I de 
surnageants de culture concentres (i) de LBSEP ou de LBTE ou (ii) de GRE 
ou de LES. 

Apr6s mise en contact, les cellules sont resuspendues dans du 
milieu de culture (RPMI supplements de 10% de s6rum humain AB 
d£compl£ment£ et de gentamycine) et distributes dans des cupules de 
plaques de culture d 24 puits d raison de 2 x 10 6 cellules par ml. La 
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viability des cellules et leur immunocomp£tence ont 6t6 v6rifi6es en 
introduisant en contr6le une activation par un mitog6ne classique (PHA d 
5pg I 2 x10 6 cellules). 

Exemple 4 : Analyse du repertoire V0 des lymphocytes CD3. 

L'analyse du repertoire des CD3 a et6 r6alis6e en utilisant un 
anticorps anti-CD3 couple d de I'isothiocyanate de fluoresc6ine et 12 
anticorps anti-V|3 couples a la biotine (Immunotech-Coulter-Beckman). Ces 
douze anticorps sont repertories dans le Tableau 1 ci-dessous. 



• # 



Tableau 1 



Ac anti- 

vp 


Reference 


Cible Sag 


Commentaires 


VP2 


IM 2081 


TSST-1 


10% de CD3 + PBL 


VP3 


IM 2109 


SEB 




VB5-1 


IM 2082 




4-7% de CD3 + PBL 


VB7 


IM 2288 




1.5-2.4 % de CD3 + PBL 
SuDerantiaene diabete IDDM (Conrad 
et al., J Immunol, 1997) 


VP8 


IM 1 191 


SEE, N 

prot£ine 

rage 


2.6-5.1% de CD3 + PBL 
SuDerantiaSne raae (Lafon et al 
Nature 1992) 


VB12 


IM 2019 


SEB (12a) 


1.1-1.9% de CD3 + PBL 


Vp13-1 


IM 2021 


EBV 


1.8-3.3% de CD3 + PBL 
Superantigene Epstein Barr (Sutkowski 
et al., J. Exp. Med. 1996 ) 


Vp14 


IM 2022 




2.2-5.6% de CD3 + PBL 


VP16 


IM 2023 




1.1- 2 % de CD3 + PBL 


VP17 


IM 1194 


MAM, 
SEB 


3.3-7% de CD3 + PBL 


VP21-3 


iM 2025 




2.2-3.6 % de CD3 + PBL 


Vp22 


IM 2026 




2.4-5.1 %deCD3 + PBL 
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Apr6s 24 heures de culture, le contenu des cupules a 6t6 
cultiv6 respectivement en presence de LBSEP, LBTE et PHA, ou GRE, LES, 
et PHA est r6colt6. Le surnageant est aliquote et conserve a - 80 °C pour 
la detection ult6rieure de cytokines. Les cellules sont lavees dans du 
tampon phosphate, r6parties dans des microtubes et incub6es avec un 
anticorps anti-CD3 marque d I'isothiocyanate de fluor6sc6ine (0,5 jjq pour 
5 x 10 5 cellules ) et avec chaque anticorps anti-Vp biotinyl6 (1 fjg 
d'anticorps pour 2 x 10 6 cellules ), pendant 30 min S 4°C simultangment. 
Les cellules sont ensuite Iav6es dans du tampon phosphate et incubges 30 
min a 4°C avec de la streptavidine coupl6e a la phyco6rythrine (1 //I dans 
50 //I de suspension cellulaire). A I'issue de ce temps d'incubation, les 
cellules sont Iav6es et resuspendues dans 250 jj\ de Cell Fix (nom 
commercial) avant d'etre analyses en cytofluorim6trie. L'immuno- 
fluorescence est mesurge a I'aide d'un cytofluorimdtre FACSCALIBUR 
(nom commercial) 6quip6 du logiciel CellQUEST II (nom commercial) 
(Becton-Dickinson). 

Pour chaque culture et chaque anticorps, les pourcentages de 
cellules exprimant un VP particulier parmi les cellules CD3 + totales sont 
calculus. La taille des families est comparge dans les cultures activ6es par 
LBSEP, LBTE, LES et GRE). Une augmentation de 31% d'une famille V0 
dans une culture LBSEP ou GRE par rapport aux t6moins n6gatifs est 
consid6r6e comme une augmentation significative. 

Exemple 5 : Detection des cytokines produites. 

Les cytokines inflammatoires (IL-6, TNF-a et INF-y) ont 6t6 
mesurges d I'aide de kits ELISA d'immunocapture Optalia (nom 
commercial) de chez Pharmingen-Becton-Dickinson, sur plaques de 
titration de 96 puits selon les recommandations du fabricant. Une 
reference constitute d'une gamme de dilutions de cytokine recombinante 
de concentration connue (en pg/ml) est inckise sur chaque plaque d'essai. 
La density optique est mesurge au spectrophotomfetre d la longueur d'onde 
405 nm pour la lecture du chromogdne ABTS (Boehringer Mannheim). La 
recherche des cytokines est effectuge dans 50 pi de surnageants de 
culture 24 heures apr6s la mise en contact pour 8 donneurs stimulus avec 
LBSEP ou LBTE et dans les surnageants de cultures 24 heures et 72 
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heures aprgs la mise en contact pour 6 donneurs stimulus avec LES ou 
GRE. 

Les r6sultats sont exprimes en pg/ml de surnageant, 
correspondant £ la production de 2 x 10 6 cellules. 

5 

Exemple 6 : Estimation du pourcentage de cellules en apoptose. 

Le pourcentage de lymphocytes entr6s en apoptose a 6t6 
mesur6 dans les populations de PBL mises en culture pendant 24 heures 
10 avec LBSEP ou LBTE- pour 8 donneurs, d'une part, et dans les populations 
mises en culture avec LES et GRE pour 9 donneurs d'autre part. 

L'apoptose a 6t6 estimee au cytofluorim&tre en prenant en 
compte les caract6ristiques de taille et de granulomere existant entre les 
cellules vivantes et les cellules en apoptose, comme decrit pour les 
15 lymphocytes Jurkat (Thoulouze et al J. Virol. 71, 7372-7380, 1997). 

Exemple 7 : Detection d'antigenes viraux dans les cultures de 
lymphocytes. 

20 Deux melanges d'anticorps ont et§ utilises pour d€tecter la 

presence d'antigenes viraux dans les lymphocytes humains cuitiv€s en 
presence d'extraits de SC de plexus choroTdes LES et GRE sur lesquelles 
I'analyse de I'expansion des families TCR (r6cepteur des cellules T) VP a 
6t6 r£alis£e. 

25 On a r€alis6 (i) un premier pool (pool 1) d'anticorps 

polyclonaux, obtenus chez le lapin avec 1 jj\ de chacun des trois anticorps 
polyclonaux, et (ii) un deuxi6me pool (pool 2) d'anticorps monoclonaux 
obtenus apr&s immunisation de souris avec 1 fjl de chacun des trois 
anticorps monoclonaux,. Ces anticorps polyclonaux et monoclonaux sont 

30 dirig6s contre les prolines cod6es par les sequences env, gag et pol de 
MSRV-1 d6crites dans les demandes de brevet WO-A-98/23755 et WO-A- 
99/02666. 

Des lymphocytes humains provenant de donneurs sains 
(10 6 cellules par coloration) sont mis en contact 24 heures avec des 
35 surnageants ultracentrifug6s de cellules de plexus choroTdes LES ou GRE. 
Les lymphocytes sont ensuite Iav6s dans du milieu RPMI. Le culot cellulaire 
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est repris dans 500 //I de tampon de fixation (tampon phosphate 3% de 
paraformaldehyde) et incube pendant 20 min. a 4°C. Apres deux lavages 
dans un tampon de permeabilisation (tampon phosphate contenant 1 % de 
serum de veau foetal, 0,1% d'azide de sodium, 0,1% de saponine), les 
cellules fixees sont incubees pendant 30 min. a 4°C avec 3 jj\ de chacun 
des pools anti-MSRV-1, dans un volume final de 50 fj\ de tampon de 
permeabilisation. Apres un lavage dans du tampon de permeabilisation, les 
cellules incubees avec les anticorps anti-MSRV-1 du pool 1 sont incubees 
30 min. a 4°C avec des anticorps biotinyles diriges contre les 
immunoglobulines de lapin (Byosis, dilution 1/2000), lavees, puis incubees 
30 min. a 4°C avec de la strepavidine couplee a de I'isothiocyanate de 
fluoresc6ine (Strep-FITC 1/50 e , Immunotech Coulter-Beckman). Les cellules 
incub6es avec les anticorps anti-MSRV-1 du pool 2 sont incubees avec des 
anticorps couples a la biotine diriges contre les anticorps de souris 
(Amersham, 1/500), puis, apres lavage, avec de la Strep-FITC. Les cellules 
resuspendues dans 250 pi de Cell-fix sont ensuite analysees par 
cytofluorimetrie. 

Exemple 8 : Analyse des repertoires VP des lymphocytes CD3. 

L'analyse des repertoires des huit donneurs est r£alis6e par 
double marquage sur des cellules mises en contact 24 heures, soit avec 
LBSEP, soit avec LBTE. Ces m§mes donneurs ont 6t6 testes en presence 
de LES et GRE. 

Le pourcentage de cellules exprimant un VP particulier parmi les 
lymphocytes CD3 dans les cultures de lymphocytes stimul6es par LBSEP 
est compare a celui obtenu dans les cultures stimuiees par LBTE. Les 
repertoires VP utilises par deux donneurs (donneur 1 et donneur 5) en 
reaction a LBSEP (histogrammes sombres) et a LBTE (histogrammes clairs) 
sont pr6sent6s sur les Figures 1 (donneur 1) et 2 (donneur 5). Pour le 
donneur 1 , les pourcentages de Vp utilises pour r6pondre a LBSEP sont 
identiques a ceux utilises pour r6pondre a LBTE, a I'exception de VP 7. En 
revanche, pour le donneur 5, le pourcentage de VP 3 et de Vp 16 recrutes 
par LBSEP est different de ceux recrutes par LBTE (respectivement 8.2 et 
13.6 pour VP 3 et 2.1 et 4.2 pour Vp 16). 



17 




Une augmentation de 31% d'une famille VP par rapport au 
pourcentage obtenu dans les cultures de lymphocytes LBTE est consid£r€e 
comme la marque d'une expansion significative d'une famille de Vp 
particulier par LBSEP. 

L'analyse comparative utilisant ce crit6re est pr6sent6 dans le 
tableau 2 ci dessous. 



Tableau 2 
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Aprds un contact avec les LBSEP, on observe que 



75 % (6/8) des donneurs pr6sentent une expansion de la 
famille Vp 1 6, 

37,5 % (3/8) des donneurs pr6sentent une expansion de la 
famille Vp 1 2, 

37,5 % (3/8) des donneurs pr§sentent une expansion de la 
famille VP 3, et 

12,5 % (1/8) des donneurs prgsentent une expansion de I'une 
des families Vp 2, 7, 8, 14, 17 ou 22. 



Les r6sultats obtenus avec les preparations LES et GRE peuvent 
fitre illustr6s par l'analyse des r6pertoires obtenus avec les donneurs 10 et 
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11. GRE induit l'expansion de V|3 16. Les expansions obtenues avec GRE 
sont du m§me ordre et de meme nature que celles obtenues avec LBSEP. 
Par contre, les expansions obtenues avec LES sont significativement 
sup6rieures d celles obtenues avec LBTE. 

L'expansion Vp 16 n'est pas liee d la pr6sence d'un DR 
particulier, puisqu'elle peut etre obtenue aussi bien dans un environnement 
DR3 que DR4, DR5, DR8, DR13 ou DR14, c'est 3 dire avec 6 des 8 
haplotypes exprim6s par les 6 donneurs. 

LBSEP n'induit g6n6ralement chez les donneurs que l'expansion 
d'une ou deux families Vp, sauf dans deux cas : un donneur pr6sente d la 
fois une expansion des Vp 3,12,14,16 et 22, un autre d la fois de Vp 12 
et VP 16. Les haplotypes de ces deux donneurs sont DR4/4 et DR4/5 
respectivement. 

Exemple 9 : Stimulation de la production de cytokines. 

Les cultures de lymphocytes stimulus par LBSEP se distinguent 
par des productions significativement sup6rieures d'IL-6 et d'lNF-y 
compares £ celles stimulSes par LBTE. Les titres de TNF-a sont trds 
faibles en revanche et Equivalents pour les deux types de cultures. Les 
r6sultats, exprim6s en pg/ml de culture correspondant & 2 x10 6 cellules. 
Ces r6sultats sont pr6sent6s dans le tableau 3. 



Tableau 3 





LBSEP 


LBTE 


IL-6 (n = 6) 


714 


220 


INF-y (n = 3) 


716 


383 


TNF-a (n = 6) 


83 


54 



Exemple 10 : Apoptose. 

Le pourcentage d'apoptose dans les cultures de lymphocytes 
stimul6s avec LBSEP est significativement sup6rieur d celui obtenu dans 
les cultures de lymphocytes stimulus par LBTE. (moyenne du pourcentage 
d'apoptose de 38,35 pour LBSEP contre 28% pour LBTE). 

Exemple 11 : Detection d'antig&nes viraux dans les cultures de 
lymphocytes. 

La presence d'antigenes r6troviraux sp6cifiques a 6t§ 
recherchee & I'aide des deux pools d'anticorps dirig§s contre des prolines 
de MSRV-1. Les r6sultats d'immunofluorescence sur les cultures inoculges 
avec du SC ultracentrifuge de LES ou GRE # obtenus avec les deux pools 
(pool 2= monoclonaux de souris, pool 1 =polyclonaux de lapin) sont 
pr6sent£s dans la table 4 pour les donneurs 10 et 11. Les chiffres 
repr6sentent les pourcentages de cellules pr6sentant des intensit6s de 
fluorescence comprises entre les canaux 100 et 1000. 



Tableau 4 





Donneur 10 


Donneur 1 1 




LES 


GRE 


LES 


GRE 


Pool 1 


0.6 


22.6 


0.4 


4.76 


Pool 2 


7.11 


30.77 


0.12 


4.69 



Les r€sultats sont pr6sentes comme des pourcentages de 
population exprimant une intensity de fluorescence comprise entre les 
canaux 100 et 1000. 



L'expansion d'un nombre restreint de families Vp chez une 
majority de donneurs en I'absence de restriction HLA indique que la 
r6ponse s'apparente d une r6ponse de type superantigdne. La production 
de cytokines de type inflammatoire (IL-6, IFN-y) conforte I'existence d'un 
environnement favorable au recrutement lymphocytaire. 
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L'absence d'activation de la sous population V0 13.1 et la 
similitude des resultats obtenus avec les extraits de cultures individuelles 
de plexus choroTdes (exempts d'EBV) excluent formellement I'eventuelle 
mesure d'un effet superantigenique du au virus EBV. L'absence de 
production de TNF-a est un argument en faveur de l'absence de 
contamination par des superantigenes bact6riens ou du LPS. 



REVINDICATIONS 

1. Proc6d6 de detection d'une activity superantig6nique dans 
un 6chantillon biologique, caracterise en ce que Ton met en Evidence une 
expansion majoritaire de lymphocytes porteurs d'un determinant Vp16 ou 
V017. 

2. Proc6de de detection selon la revendication 1, caracterise en 
ce que Ton met en evidence une expansion majoritaire de lymphocytes 
porteurs d'un determinant V016. 

3. Procede selon la revendication 2, caract6ris6 en ce que Ton 
met en evidence une expansion majoritaire de lymphocytes porteurs d'un 
determinant Vp16 et d'une co-expansion de lymphocytes porteurs de VPs 
choisis parmi au moins Tun quelconque des Vps 2, 3, 7, 8, 12, 14, 17 et 
22 et preterentiellement des Vps 3 et 12. 

4. Proc6d6 selon I'une des revendications prec6dentes, 
caracterise en ce que I'echantillon biologique provient d'un patient atteint 
de sclerose en plaques. 

5. Proc6de de detection d'une activite superantig6nique selon 
I'une quelconque des revendications 1 d 4, caracterise en ce que : 

on preieve un surnageant de culture de cellules mononuciees 
sanguines ou de cellules de plexus choroTdes ou de cellules 
leptomening6es, lesdites cellules provenant de patients atteints de SEP, 

on met en contact led it surnageant de culture avec une s6rie de 
cultures de cellules mononuciees sanguines provenant de donneurs sains, 
et 

on detecte ladite expansion et 6ventuellement co-expansion. 

6. Proc6d6 selon la revendication 5, caracterise en ce que les 
cellules mononuciees sanguines provenant de patients atteints de SEP sont 
choisies parmi les lymphocytes B et les monocytes. 
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7. Procede de detection d'un etat pathologique dans un 
echantillon biologique caracteris6 en ce que I'on met en evidence au moins 
I'un des parametres suivants : 

une activite superantigenique, telle que definie selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 5, 

une stimulation de la production de cytokines, telles que l'IL-6 

et INF-y 

une induction d'apoptose cellulaire. 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que I'on 
detecte au moins deux des parametres en association. 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que I'on 
detecte une activite superantigenique et une induction d'apoptose ou une 
activite suparantigenique et une stimulation de la production de cytokines. 

10. Procede selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce 
que Ton detecte les trois parametres en association. 

1 1 . Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que 
I'etat pathologique est associe a la sclerose en plaques. 

12. Procede selon I'une des revendications pr<§c<§dentes, 
caracterise en ce que I'activite superantigenique est induite directement ou 
indirectement par un agent effecteur choisi parmi les proteines et 
microorganismes. 

13. Procede selon la 12, caracterise en ce que le micro- 
organisme est choisi parmi les bacteries et les retrovirus. 

14. Procede selon la revendication 13, caracterise ce que le 
retrovirus est MSRV-1. 

15. Procede de detection d'une activite superantigenique dans 
un echantillon biologique de patients atteints de sclerose en plaques, 
caracterise en ce que I'on met en evidence une expansion majoritaire de 
lymphocytes porteurs d'un determinant V07. 




16. Proc6d6 selon la revendication 15, caract6ris6 en ce que : 
on prglgve un surnageant de culture de cellules mononuclSes 

sanguines ou de cellules de plexus choroTdes ou de cellules 
leptom§ning§es, lesdites cellules provenant de patients atteints de SEP, 

on met en contact ledit surnageant de culture avec une s§rie de 
cultures de cellules mononuclees sanguines provenant de donneurs sains, 
et 

on d6tecte ladite expansion et 6ventuellement co-expansion. 

17. Proc6d6 selon la revendication 16, caract6ris6 en ce que les 
cellules mononucl6es sanguines provenant de patients atteints de SEP sont 
choisies parmi les lymphocytes B et les monocytes. 
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Une augmentation de 31% d'une famille VP par rapport au 
pourcentage obtenu dans les cultures de lymphocytes LBTE est considered 
comme la marque d'une expansion significative d'une famille de VJ3 
particulier par LBSEP. 



L'analyse comparative utilisant ce critere est presents dans le 
tableau 2 ci dessous. 



Tableau 2 



N° 


HLA 


Vp2 


VP3 


VP5 


Vp7 


Vp8 


Vp12 


VP13 


Vp14 


VP16 


VP17 


V021 


VP22 


1 


DR 2/4 








X 


















4 


OR 1 3/8 












X 






X 








5 


DR 13/14 




X 














X 








7 


OR 3/12 




















X 






8 


DR 3/7 




X 














X 








9 


DR 3/1 3 










X 








X 








10 


DR 4/5 




X 








X 




X 


X 






X 


11 


DR 4/4 


X 










X 






X 










% age 


12.5 


37.5 


0 


13 


13 


37.5 


0 


12.6 


75 


12.5 


0 


12.5 



Apr6s un contact avec les LBSEP, on observe que : 

75 % (6/8) des donneurs pr£sentent une expansion de la 
famille Vp 1 6, 

37,5 % (3/8) des donneurs pr£sentent une expansion de la 
famille Vp 12, 

37,5 % (3/8) des donneurs pr£sentent une expansion de la 
famille VJ3 3, et 

12,5 % (1/8) des donneurs pr6sentent une expansion de Tune 
des families Vp 2, 7, 8, 14, 17 ou 22. 



Les r£sultats obtenus avec les preparations LES et GRE peuvent 
§tre illustr£s par l'analyse des repertoires obtenus avec les donneurs 10 et 
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